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RESUMEN: En la presente revisión se tratan los procedimientos de evaluación seminal, los 
aspectos más importantes de la criopreservación de semen en el perro y el alcance de la 
valoración in vitro de la calidad de semen al descongelado. Se realiza también la evaluación 
de los alcances de la inseminación artificial con semen criopreservado en esta especie.
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men in canines are reviewed. Factors influencing the fertility of stored semen and methods 
used for improvement are discussed. 
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INTRODUCCIÓN
El	aumento	del	valor	y	las	posibilidades	de	
comercialización	de	los	cachorros	de	pura	raza	
así	como	el	aumento	de	la	importancia	de	la	cría	
canina	tanto	desde	el	punto	de	vista	económico,	
recreativo	o	para	la	obtención	de	perros	de	tra-
bajo	ha	 impulsado	el	desarrollo	e	 implementa-
ción	de	las	biotecnologías	reproductivas	en	esta	
especie.	
La Inseminación Artificial (IA) ha beneficia-
do	el	mejoramiento	genético	en	los	perros	de	raza	
pura.	El	desarrollo	de	IA	(la	primera	generación	
de	 biotecnologías	 reproductivas),	 junto	 con	 la	
criopreservación	de	semen	ha	hecho	posible	 la	
distribución	por	el	mundo	de	material	genético	
a	un	bajo	costo.	Diversas	metodologías	de	crio-
preservación	de	semen,	se	están	aplicando	cada	
vez con más frecuencia con el fin de establecer 
bancos	de	reserva	genética	para	conservar	las	di-
ferentes	especies	en	el	futuro	(1).	Las	especies	en	
vías	de	extinción	son	los	principales	impulsores	
y	receptores	de	esta	corriente	(2).
La	primera	comunicación	de	IA	en	caninos	
fue	 realizada	en	1887	por	Lazzaro	Spallanzani	
quien	utilizó	semen	fresco	(3,	4,	5).	Sin	embargo	
fue	muchos	años	más	tarde	cuando	este	tópico	
se	convirtió	en	foco	de	interés	para	la	investiga-
ción.	En	1956,	Harrop	(6)	comunica	que	una	de	
seis	perras	inseminadas	con	semen	refrigerado	
después	de	seis	días	de	almacenamiento	resultó	
preñada. En 1954, Rowson (7) notifica la primera 
congelación	de	semen	exitosa	en	caninos	y	más	
tarde	 en	 1969,	 Seager	 (8)	 obtiene	 la	 primera	
preñez	 con	semen	congelado	en	perros.	Desde	
la	ocurrencia	de	estos	eventos,	el	interés	de	los	
criadores	caninos	en	la	IA	y	la	criopreservación	
de	 semen	han	 aumentado	 en	 forma	 creciente.	
Es	así	que	en	el	mundo,	por	aproximadamente	
5	décadas,	muchas	camadas	han	nacido	a	partir	
de	IA	con	semen	fresco,	refrigerado	y	congelado.	
Sin	 embargo	 las	 tasas	 de	 preñez	 obtenidas	 a	
partir	de	 IA	usando	semen	congelado	son	aún	
poco	 satisfactorias	 y	 esto	 ocurre	 en	 particular	
con	las	obtenidas	bajo	condiciones	clínicas.		En	la	
clínica	reproductiva	diaria	las	variables	asociadas	
al	manejo	del	semen	en	la	descongelación,	a	la	
técnica	de	IA	implementada	y	a	la	detección	del	
momento	de	mayor	fertilidad	están	fuertemente	
influenciadas por el entrenamiento del operador 
actuante,	a	la	infraestructura	de	la	clínica	en	la	
que	 se	 realiza	 el	 procedimiento	 y	 al	 estado	 de	
salud	y	nutrición	de	los	reproductores	utilizados	
(9,	10,	11,	12,	13).	Estos	hechos	se	relacionan	
tanto con las particularidades de la fisiología 
reproductiva	de	la	hembra	como	con	la	especial	
sensibilidad	del	semen	canino	a	los	procesos	de	
criopreservación	y	la	falta	de	desarrollo	en	este	
área.	(12,	14).	Es	así	que	son	necesarias	inves-
tigaciones	dirigidas	a	mejorar	la	habilidad	para	
mantener	 la	 capacidad	 fecundante	 del	 semen	
congelado	en	caninos	y	obtener	así	tasas	de	pre-
ñez	y	tamaños	de	camada	satisfactorios.	
Para	que	sea	posible	la	interacción	óvulo-
espermatozoide	y	el	comienzo	de	una	nueva	vida,	
un número suficiente de espermatozoides fértiles 
debe	arribar	a	la	ampolla	para	encontrarse	con	los	
oocitos	y	que	ocurra	así	la	secuencia	de	eventos	
necesarios	para	la	fertilización	(15,	16).	
EVALUACIÓN DE LA CALIDAD SEMI-
NAL Y PREDICCIÓN DE LA CAPACIDAD 
FECUNDANTE 
Existen	una	gran	variedad	de	pruebas	de	
laboratorio	que	han	sido	desarrolladas	para	eva-
luar	la	calidad	del	semen	(integridad	espermática	
y	capacidad	fecundante)	usado	para	IA,	y	predecir	
así	la	capacidad	fecundante	del	mismo.	El	uso	
de	 estas	 pruebas	 en	 forma	 combinada	 puede	
aumentar	 la	 exactitud	 en	 la	 estimación	 de	 la	
función	espermática.	Sin	embargo,	es	imposible	
reemplazar	las	pruebas	de	campo,	pues	las	prue-
bas	in vitro nunca	podrán	predecir	exactamente	
que	ocurrirá	cuando	se	encuentren	óvulo	y	es-
permatozoide	in vivo (15,	17).	Los	métodos	más	
precisos	para	evaluar	la	capacidad	de	fecundante	
del	semen	luego	de	ocurrido	un	proceso	de	crio-
preservación	son	las	pruebas	de	campo,	es	decir	
la	inseminación	de	un	gran	número	de	hembras	
(18).	Este	hecho	fue	posible	en	los	animales	de	
granja	 (19,	20,	21).	Sin	embargo,	en	pequeños	
animales	las	pruebas	de	fertilidad	a	campo	son	
difíciles	de	implementar	ya	que	usualmente	solo	
un	pequeño	número	de	hembras	está	disponible	
para	el	 estudio,	 razón	por	 la	cual	poseen	baja	
sensibilidad.	
PRUEBAS DE CONTRASTACIÓN SE-
MINAL
Las	pruebas	in vitro	de	evaluación	seminal	
pueden	relacionarse	con	la	morfología	o	viabilidad	
espermática	(22).	Las	pruebas	que	se	relacionan	
con	el	estudio	morfológico	del	espermatozoide	se	
considera que reflejan la producción espermática 
y	el	almacenamiento	extragonadal.	Las	pruebas	
que	 evalúan	 la	 viabilidad	 espermática	proveen	
información	no	solo	de	la	calidad	espermática	del	
semen	producido	sino	también	del	efecto	causado	
por	 el	 estrés	 de	 la	 recolección	 y	 la	 criopreser-
vación	 (23,	24).	Los	procesos	de	congelación	y	
descongelación	someten	a	 los	 espermatozoides	
a	 diferentes	 tipos	 de	 estrés	 provocando	 daños	
de	membrana,	 alteración	 del	metabolismo	 es-
permático	y	pérdida	de	la	motilidad,	factores	que	
afectan	la	capacidad	fecundante	del	semen	(25,	
26,	27,	28).	
ISSN 0365-5148	
Semen canino criopreservado
31ANAlectA VeterINArIA 2006; 25 (2): 29-38
EVALUACIÓN DE LAS MEMBRANAS 
ESPERMáTICAS
Se	considera	que	el	principal	sitio	de	daño	
asociado	a	los	cambios	de	temperatura	son	las	
membranas	espermáticas	(27,	28).	La	reducción	
de	la	fertilidad	asociada	al	semen	congelado	es	
atribuida	en	gran	parte	a	la	alteración	de	la	es-
tructura	 y	 función	de	 las	membranas	durante	
los	procesos	de	refrigeración,	congelación	y	des-
congelación	(25,	27,	33).	Para	poder	interactuar	
con	el	ovocito,	los	espermatozoides	deben	estar	
vivos,	motiles	y	poseer	las	membranas	plasmá-
tica	y	acrosomal	intactas	y	funcionales.	Existen	
variadas	metodologías	 que	 pueden	 utilizarse	
para	 estudiar	 la	 viabilidad	espermática	 e	 inte-
gridad	de	membrana.	Una	de	estas	metodologías	
está	 representada	 por	 tinciones	 que	 permiten	
diferenciar	 espermatozoides	 vivos	 de	 esperma-
tozoides	muertos	en	base	a	la	permeabilidad	de	
membrana	a	los	colorantes	vitales.	Las	células	
cuya	membrana	plasmática	es	funcional	y	por	lo	
tanto	conservan	 la	permeabilidad	selectiva,	no	
permiten	el	paso	del	colorante	y	se	observan	no	
teñidas.	Por	 el	 contrario	 cuando	 la	membrana	
plasmática	está	alterada	y	pierde	la	permeabili-
dad	selectiva,	permite	el	paso	del	colorante	y	la	
célula	se	observa	teñida	(watson	1990)	Algunos	
ejemplos	de	coloraciones	vitales	son	eosina-ni-
grosina,	eosina	azul	de	anilina,	azul	tripán	(34).	
Existen	también	tinciones	que	permiten	evaluar	
simultaneamente	 viabilidad	 espermática	 e	 in-
tegridad	acrosomal.	La	triple	tinción	utilizando	
azul	tripán,	marrón	bismark	y	rosa	de	bengala	
permite	observar	si	la	membrana	plasmática	de	
la	célula	conserva	la	permeabilidad	selectiva	no	
permitiendo	el	paso	del	paso	del	azul	tripán	así	
como	también	la	integridad	del	acrosoma	el	cual	
si	está	presente	en	la	célula	se	teñirá	con	rosa	
de	bengala	pudiendo	observarse	si	está	íntegro	o	
si	está	dañado	(3,	5).	También	pueden	emplear-
se sustancias fluorescentes permeables como 
marcadores	 de	 integridad	 de	membrana,	 por	
ejemplo	yoduro	de	propidio	o	bisbencimida	(pro-
pidium	iodide	o	bis-benzimide)	combinado	con	
Isotiocianato de fluoresceina usando microscopio 
de fluorescencia. Los espermatozoides que han 
perdido	la	permeabilidad	selectiva	de	membrana	
dejan	pasar	al	yoduro	de	propidio	y	se	observan	
rojos (35). La aplicación del citómetro de flujo 
permite	realizar	una	evaluación	exacta	y	objetiva	
de	la	célula	espermática	mediante	la	aplicación	de	
pruebas fluorescentes (36). Sin embargo el costo 
de	los	equipos	impide	el	uso	de	esta	técnica	en	
muchos	laboratorios	de	investigación	y	centros	
comerciales.	Una	prueba	sencilla,	poco	costosa	
y	que	posee	buena	correlación	con	la	capacidad	
fecundante	del	semen	es	la	prueba	de	endósmosis	
positiva	(EP).	En	esta	prueba	los	espermatozoides	
son	expuestos	a	una	solución	hipotónica	la	cual	
produce	el	hinchamiento	celular	por	entrada	de	
agua	a	la	célula,	induciendo	de	esta	manera	el	
enrollamiento	de	la	cola	de	los	espermatozoides	
que	poseen	membrana	plasmática	 intacta	 (37,	
38).	
Los	procesos	de	criopreservación	afectan	la	
integridad	acrosómica.	El	acrosoma	debe	estar	
intacto	en	el	momento	de	la	inseminación	debido	
a	que	la	reacción	acrosómica	debe	ocurrir	en	el	
sitio	 donde	 ocurra	 la	 fertilización.	 La	morfolo-
gía	 acrosómica	 puede	 ser	 observada	mediante	
microscopio	 de	 contraste	 de	 fase,	microscopio	
electrónico	 de	 transmisión,	 lectinas	marcadas	
con sustancias fluorescentes y anticuerpos mo-
noclonales	(39,40).	Dentro	de	las	lectinas	mar-
cadas con fluorescentes, el Pisum sativum (PSA)	
conjugado	 con	 isiotiocianato	 de	 fluoresceína	
(FITC)	 es	 el	más	usado	para	detectar	 cambios	
acrosomales mediante el uso de pruebas fluores-
centes	(39).	El	PSA	se	une	en	forma	selectiva	a	
las	proteínas	acrosomales	de	los	espermatozoides	
de	los	mamíferos	permitiendo	visualizar	la	inte-
gridad	 acrosómica	 a	 través	 de	 su	 conjugación	
con	el	FITC	(41).
MOTILIDAD
La	motilidad	espermática	se	evalúa	antes	y	
después	de	la	criopreservación.	Los	espermato-
zoides	necesitan	ser	motiles	y	capaces	de	sufrir	
hiperactivación	para	lograr	alcanzar	y	penetrar	
las	capas	que	rodean	al	ovocito	cuando	ambas	cé-
lulas	se	encuentran	en	el	oviducto.	La	estimación	
visual	de	la	motilidad	es	el	método	más	simple	y	
menos	costoso	para	evaluar	la	calidad	seminal.	
Sin	embargo	debe	 tenerse	en	cuenta	que	es	el	
parámetro más influenciable por el operador (22). 
El	sistema	de	análisis	computarizado	de	semen	
(CASA,	Computer	assisted	semen	analysis)	com-
bina	una	cámara	termostaticamente	controlada	
(cámara	 de	Makler	 en	 la	 que	 se	 deposita	 una	
alícuota	de	semen	y	se	mantiene	la	temperatur	a	
37°C	durante	el	examen),	un	sistema	óptico	con	
iluminación	de	contraste	de	 fases,	un	detector	
de	imágenes,	un	conversor	digital,	un	sistema	de	
computación	y	un	monitor	de	video.	Este	sistema	
permite	medir	el	porcentaje	de	espermatozoides	
móviles,	 el	 porcentaje	 de	 espermatozoides	 con	
movilidad	progresiva	y	la	velocidad	de	movimien-
to.	El	uso	del	sistema	CASA	 	 	provee	medicio-
nes más objetivas y confiables de la motilidad 
espermática	(29,	30)	y	permite	no	solo	evaluar	
motilidad	espermática	sino	también	diferenciar	
sub-poblaciones	en	relación	al	tipo	de	motilidad	
espermática	(e.g.	espermatozoides	que	muestran	
movimientos	lineales	o	de	hiperactividad)	(31).	Sin	
embargo,	el	sistema	CASA	es	costoso	y	necesita	
una	exacta	calibración	(32).	Si	bien,	la	motilidad	
es	solo	uno	de	los	muchos	atributos	de	un	esper-
matozoide	fértil,	fue	el	primer	atributo	utilizado	y	
sigue	siendo	el	más	frecuentemente	usado	como	
indicador	de	la	función	espermática.
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Proceso de criopreservación espermá-
tica
El	semen	puede	ser	conservado	mediante	
refrigeración	o	congelación.	La	refrigeración	dis-
minuye	la	tasa	metabólica	y	prolonga	la	sobrevida	
espermática.	Los	diluyentes	de	semen	utilizados	
para	refrigeración	protegen	las	membranas	esper-
máticas	de	los	daños	causados	por	los	cambios	de	
temperatura,	proveen	energía,	estabilizan	el	pH	
y	la	presión	osmótica	(26).	La	yema	de	huevo	es	
un	componente	habitual	de	los	diluyentes	para	
semen	debido	a	que	sus	fosfolípidos	y	proteínas	
de	 baja	 densidad	 protegen	 al	 espermatozoide	
del	shock	de	frío	(42,	43).	En	1956,	Harrop	(6)	
comunica	la	primera	preñez	en	caninos	con	se-
men	refrigerado	a	4º	C	durante	4	días	usando	un	
diluyente	a	base	de	leche.	Desde	entonces	varios	
diluyentes	han	sido	probados	para	su	uso	con	
semen	canino	(44,	45,	46).	Uno	de	los	diluyentes	
más	comúnmente	usados	es	el	Tris-citrato	conte-
niendo	20%	de	yema	de	huevo	(TYH)	(45,	78),	el	
cual	permite	el	uso	de	semen	refrigerado	con	bue-
na	capacidad	 fecundante	durante	24-48	horas	
pos-refrigeración,	 obteniéndose	 porcentajes	 de	
preñez	aceptables	(62,5%;	Fosberg	91,	46).	Este	
diluyente	se	ha	comparado	in vitro	con	diluyentes	
preparados	en	base	a	leche	y	yema	de	huevo;	y	
crema	de	leche	y	yema	de	huevo,	observándose	
resultados	similares	en	cuanto	a	la	conservación	
de	motilidad	espermática	e	integridad	de	mem-
brana	(46).	El	MRA®	(glucosa,	EDTA,	citrato	de	
sodio,	acetato	de	potasio,	aminoglucósidos,	ex-
cipiente	tampón),	es	un	diluyente	que	posibilita	
buena	conservación	del	semen	porcino	tanto	en	
relación	 a	 la	 viabilidad	 espermática	 como	a	 la	
preservación	de	la	capacidad	fecundante	(27,	48).	
Este	diluyente	con	el	agregado	de	20%	de	yema	de	
huevo	permitió	obtener	en	caninos,	parámetros	
seminales	(porcentaje	de	espermatozoides	vivos,	
porcentaje	 de	 espermatozoides	 con	motilidad	
progresiva,	 porcentaje	 de	 espermatozoides	 con	
acrosoma intacto) significativamente mayores que 
el	TYH	cuando	el	semen	fue	refrigerado	durante	
24,	48	o	72	hs	tanto	a	4º	C	como	15º	C	(78).	Se	
ha	observado	que	la	longevidad	del	semen	canino	
es significativamente mayor a 4º C que a 22º C 
(47).	Sin	embargo	no	se	observaron	diferencias	
significativas cuando se conservó a 4º C o 15º 
C	(78).
Tanto	el	tipo	de	diluyente	usado	como	la	
temperatura	 de	 almacenado	 son	 factores	 que	
poseen gran influencia sobre la capacidad fe-
cundante	 del	 semen	 luego	 de	 la	 refrigeración	
(50).	El	semen	refrigerado,	no	requiere	el	uso	de	
equipos sofisticados para su preparación y puede 
utilizarse	mediante	la	aplicación	de	IA	vaginal	(2,	
12).	Para	 la	refrigeración	se	colecta	 la	 fracción	
espermática	del	semen	canino	y	se	la	mezcla	con	
el	diluyente	elegido,	el	cual	debe	encontrarse	a	
la	temperatura	del	semen	en	el	momento	de	la	
dilución.	Entre	semen	y	diluyente	debe	respetarse	
una	relación	1:3	o	1:4.	El	semen	así	preparado	
puede	 refrigerarse	 a	 4	 °C	 o	 15°C	 y	 utilizarse	
para	 IA	 lográndose	 tasas	de	preñez	aceptables	
durante	las	primeras	24-48	h.	Previo	a	la	IA	el	
semen	refrigerado	debe	alcanzar	 lentamente	 la	
temperatura	ambiente	(12).	
La	 utilización	 de	 semen	 refrigerado	 con	
diluyentes	 protectores	 como	 el	 tris-buffer	 con	
el	agregado	de	20	%	de	yema	de	huevo	permite	
conservar	espermatozoides	con	buena	capacidad	
fecundante por un período de tiempo suficiente 
para	 trasladar	 el	 semen	 e	 inseminar	 animales	
ubicados en localizaciones geográficas distan-
tes.	Esto	hace	posible	la	IA	de	una	hembra	con	
el	semen	de	un	macho	que	se	encuentre	en	otra	
provincia	u	otro	país	limítrofe	o	cercano	con	mí-
nimo	gasto	y	baja	complejidad	de	manejo.	De	esta	
manera	se	amplían	las	posibilidades	de	uso	de	
un	reproductor,	permitiendo	la	comercialización	
de	semen	y	 facilitando	el	 intercambio	genético	
entre	diferentes	establecimientos	(40).
Hasta	hace	poco	tiempo,	se	practicaba	IA	
exclusivamente	con	semen	fresco,	posteriormen-
te	 comenzó	 a	utilizarse	 semen	 refrigerado.	En	
muchos	países	de	Europa	así	como	en	Estados	
Unidos	la	IA	con	semen	refrigerado	es	una	prác-
tica	rutinaria,	sin	embargo	no	ocurre	lo	mismo	
en	Sudamérica.	
Este	método	de	criopreservación	de	semen	
puede	 ser	 implementado	 con	 bajo	 costo,	 fácil	
manejo	y	moderada	infraestructura,	factores	que	
pueden	determinar,	en	el	futuro,	su	uso	rutinario	
en	Sudamérica,	mejorando	así	las	posibilidades	
del	uso	del	semen	de	reproductores	valiosos.	
Los	 procesos	 de	 congelación-descongela-
ción	 resultan	 en	 reducción	 de	 la	 fertilidad	 del	
semen	criopreservado	si	 lo	comparamos	con	el	
semen	fresco.	Este	hecho	es	el	resultado	tanto	de	
la	pérdida	de	viabilidad	espermática	(población	
de	espermatozoides	muertos)	como	de	las	altera-
ciones	funcionales	instauradas	en	la	población	
sobreviviente	(28).	
Los	 espermatozoides	 criopreservados	 ex-
hiben modificaciones de membrana similares a 
las	 ocurridas	 en	 espermatozoides	 capacitados,	
dichos	eventos	reducen	la	longevidad	espermática	
(51).	Estos	cambios	similares	a	la	capacitación	
espermática	están	relacionados	con	eventos	que	
desestabilizan	las	membranas.	Un	aumento	de	la	
tasa	de	concepción	puede	lograrse	mejorando	los	
métodos	de	criopreservación	tratando	de	preve-
nir	o	minimizar	la	ocurrencia	de	los	eventos	que	
desestabilizan	las	membranas	y	aumentando	así	
la	 cantidad	de	 espermatozoides	 con	capacidad	
fecundantes	en	la	población	de	espermatozoides	
sobrevivientes	 luego	del	proceso	de	criopreser-
vación	(27,	28).	Existen	variados	tipos	de	daños	
asociados	 tanto	 al	 enfriamiento	 propiamente	
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dicho	como	a	los	componentes	de	un	diluyente.	
Estos	daños	están	relacionados	con	los		cambios	
de	temperatura	(shock	de	frío),	la	toxicidad	de	los	
crioprotectores	y	la	formación	y	disolución	de	hie-
lo	en	el	medio	ambiente	extracelular	(26,52,	53,	
54,	55).	Cada	paso	del	protocolo	de	criopreserva-
ción	podría	afectar	la	estructura	de	la	membrana	
así	como	el	metabolismo	y	la	función	celular.	Sin	
embargo	los	pasos	están	interrelacionados	entre	
sí y un cambio en uno de ellos puede modificar 
el	efecto	de	otras	variables	(56).
Las	primeras	preñeces	obtenidas	en	cani-
nos	a	partir	de	IA	con	semen	congelado	fueron	lo-
gradas	utilizando	lactosa	y	un	diluyente	con	base	
Tris	(8,	57,).	Desde	entonces,	variados	diluyentes	
han	sido	evaluados	para	su	uso	en	caninos,	sin	
embargo	los	diluyentes	en	Tris	Base	son	aún	los	
usados	más	frecuentemente	(3,	57,	58,	59,	60,	
61,	62,	63,	64,).	En	la	actualidad,	el	glicerol	es	el	
crioprotector	usado	con	más	frecuencia	en	la	pre-
paración	de	diluyentes	de	semen,	habiendo	sido	
utilizado	también	el	dimetilsulfoxido	(DMSO)	(61,	
65).	Existen	otros	compuestos	como	el	duodecil	
sulfato	de	sodio	 (SDS),	glicina	betaina,	prolina	
y	metilxantinas	 que	han	 sido	 incluidos	 en	 los	
diluyentes	utilizados	para	congelación	de	semen	
canino	(64,66,	67,	68,.
La	yema	de	huevo	es	el	componente	más	
efectivo	 para	 proteger	 al	 espermatozoide	 del	
shock	de	frío	y	es	generalmente	incluido	en	los	
diluyentes	utilizados	para	criopreservación.	Este	
componente	previene	la	aparición	de	colas	dobla-
das	y	protege	la	motilidad	(69,	70).	El	compuesto	
activo	en	la	yema	de	huevo	es	la	fracción	de	lipo-
proteína	de	baja	densidad,	una	molécula	de	alto	
peso	molecular	que	solo	puede	actuar	en	la	super-
ficie celular (54). Se ha comprobado que la acción 
de	ciertos	detergentes	sobre	las	lipoproteínas	de	
la	yema	de	huevo	mejora	el	efecto	crioprotector	
de	los	diluyentes	de	semen	en	algunas	especies	
(68,	 71,	 72,	 73).	 Compuestos	 detergentes	 que	
contienen	dodecil	 sulfato	 de	 sodio	 (SDS)	 solos	
o	como	un	componente	del	Equex	STM®	paste	
(detergente	comercial)	han	sido	incluidos	en	di-
luyentes	de	semen	usados	para	la	congelación	de	
semen	canino	(12,	43,	74,	75).	Se	observó	que	la	
adición	de	Equex	STM	paste	a	un	diluyente	con	
base	Tris	mejora	la	supervivencia	espermática	al	
descongelado	(64,	68,	40)	así	como	la	capacidad	
espermática	para	unirse	a	 la	zona	pelúcida	de	
ovocitos	homólogos	(76,	77,	78).	Peña	(68),	ob-
servó un efecto benéfico en todos los indicadores 
de	viabilidad	espermática	al	utilizar	dos	pasos	de	
dilución	en	el	protocolo	de	congelación	cuando	
incorpora	 Equex	 STM	paste	 al	 diluyente.	 Sin	
embargo	no	se	ha	evaluado	el	efecto	de	diferentes	
concentraciones	 de	Equex	STM	paste	 sobre	 la	
viabilidad	espermática	al	descongelado.	Notlhing	
(79)	obtuvo	altos	porcentajes	de	preñez	mediante	
IA	intravaginal	con	semen	criopreservado	utili-
zando	un	diluyente	 con	 el	 agregado	 de	Equex	
STM	paste.	Así	mismo	Rota	(80)	obtuvo	buenos	
resultados utilizando inseminación artificial in-
travaginal	 e	 intrauterina	con	semen	congelado	
utilizando	Equex	 STM	paste.	 Sin	 embargo	 no	
existen	estudios	de	fertilidad	en	relación	con	las	
concentraciones	de	Equex	STM	paste	utilizadas	
en	la	formulación	de	los	diluyentes.	
Diferentes	tipos	de	azúcares	han	sido	in-
cluidos	en	los	diluyentes	usados	para	congelación	
de	semen	canino	(81,	82).	Los	azúcares	utilizados	
poseen	variadas	funciones	tales	como	proveer	un	
sustrato	energético	para	las	células	espermáticas	
durante	la	incubación,	mantener	la	presión	osmó-
tica	del	diluyente	y	actuar	como	crioprotectores	
(83). Se ha estudiado la influencia de los azúcares 
(monosacáridos,	disacáridos,	trisacáridos),	sobre	
la	motilidad,	viabilidad	y	porcentaje	de	acroso-
mas	intactos	durante	la	dilución,	equilibración	
y	congelación	de	espermatozoides	caninos	(83).	
La	 suplementación	del	 diluyente	 con	 azúcares	
influencia la calidad espermática pos-equilibra-
ción	y	pos-descongelación.	El	tipo	y	localización	
del	impacto	protector	del	azúcar	sobre	la	célula	
espermática	varía	de	acuerdo	al	tipo	de	azúcar	
utilizado	(83,	84,	85,	86,	87).	
La	trealosa	es	usada	como	una	molécula	
protectora	 en	 la	 estabilización	 celular	 durante	
la	congelación.	Durante	la	congelación	ocurren	
fenómenos	de	deshidratación	celular.	Este	azúcar	
es	 acumulado	 en	altas	 concentraciones	 (supe-
riores	al	20%)	en	muchos	organismos	capaces	
de	sobrevivir	a	la	deshidratación	completa.	Por	
ejemplo	las	levaduras	utilizadas	en	panadería,	las	
cuales	han	sido	han	sido	estudiadas	exhausti-
vamente,	no	sobreviven	a	la	desecación	durante	
la	fase	de	crecimiento	logarítmico	(en	la	cual	no	
poseen cantidades significativas de trealosa), pero 
durante	la	fase	estacionaria	ellas	acumulan	este	
azúcar	 y	 pueden	 desecarse	 satisfactoriamente	
(88,	89).	
Se ha comunicado el efecto benéfico en 
la	 viabilidad	 espermática	 al	 descongelado	 en	
espermatozoides	de	carnero	y	equino	cuando	el	
diluyente	es	suplementado	con	trealosa	(90,	91,	
92).	 Este	 disacárido	 posee	un	 efecto	 protector	
relacionado	con	el	efecto	osmótico	que	produce	
y su interacción específica con los fosfolípidos de 
membrana	(85,	86).	
Por	debajo	de	aproximadamente	–5	ºC,	las	
células	y	el	medio	que	las	rodea	permanece	no	
congelado	gracias	al	superenfriamiento	y	al	des-
censo	del	punto	de	congelación	producido	por	los	
solutos	protectores	presentes	frecuentemente	en	
el	medio	externo.	Es	así	que	el	contenido	de	la	
célula	permanece	no	congelado	y	superenfriado,	
presumiblemente	pues	la	membrana	plasmática	
bloquea	el	desarrollo	de	cristales	de	hielo	den-
tro	del	citoplasma.	El	agua	superenfriada	de	la	
célula, tiene por definición un potencial químico 
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mayor	que	el	agua	parcialmente	congelada	exis-
tente	en	el	exterior	de	la	célula.	El	medio	externo	
de	la	célula	como	consecuencia	de	la	congelación	
parcial	y	de	 la	 formación	de	cristales	de	hielo,	
posee	una	concentración	de	solutos	mayor	en	la	
fracción	líquida	externa	que	antes	de	la	forma-
ción	de	los	cristales	de	hielo	(87).	Esto	determina	
que	el	medio	externo	que	rodea	a	la	célula	posea	
una	mayor	presión	osmótica	que	el	medio	celular	
interno.	En	respuesta	a	los	fenómenos	ocurridos	
y a las diferencias fisicoquímicas entre el medio 
interno	y	externo	el	agua	sale	de	la	célula	y	se	
congela	externamente.	Si	el	enfriamiento	es	su-
ficientemente lento, la célula es capaz de perder 
agua y concentrar suficientemente los solutos 
para	 eliminar	 el	 superenfriado	 y	mantener	 el	
potencial	químico	del	agua	intracelular	en	equi-
librio	con	el	agua	extracelular.	El	 resultado	es	
que	 la	célula	se	deshidrata	y	no	se	congela	en	
su	interior	(93).
Los	azúcares	no	permeables	(trealosa,	lac-
tosa, sacarosa, rafinosa) brindan un medio hiper-
tónico	causando	deshidratación	celular	antes	de	
la	congelación	(85,	88,	94).	Este	efecto	osmótico	
disminuye	el	agua	intracelular	congelable	y	en	
relación	a	esto	la	cuantía	de	daño	celular	por	la	
cristalización	del	hielo	(91,	95).	
El	mayor	grado	de	estrés	 sufrido	por	 los	
fosfolípidos	de	la	bicapa	lipídica	de	la	membrana	
resulta	en	una	transición	de	fase	termotrópica,	
fusión	y	aumento	de	la	permeabilidad	de	mem-
brana.	Debido	a	que	el	agua,	ligada	al	hidrógeno	
de	los	grupos	polares	de	las	cabezas,	es	removida	
por	 la	deshidratación	aumenta	 la	 temperatura	
de	transición	(Tm)	de	gel	a	líquido	cristalino.	Sin	
embargo	la	solubilidad	fosfolipídica	de	la	fase	gel	
está	siempre	disminuida	relativamente	en	com-
paración	con	lo	que	se	observa	en	la	fase	líquida	
cristalina	y	podrían	existir	diferencias	de	sensibi-
lidad	en	la	Tm	en	el	estado	de	hidratación	lo	cual	
puede	resultar	en	separación	fosfolipídica	(85).	La	
trealosa	posee	una	acción	protectora	relacionada	
con su interacción específica con los fosfolípidos 
de	membrana	(84,	85,	88,	96)	y	puede	ser	capaz	
de	prevenir	la	separación	de	fase	y	la	fusión	en-
tre	las	bicapas	durante	la	congelación	(14).	Este	
azúcar	muestra	una	interacción	directa	con	los	
fosfolípidos	de	las	cabezas	de	los	grupos	polares	
durante	la	desecación	y	congelación,	reduciendo	
las	fuerzas	de	Van	der	Waals	entre	las	cadenas	
hidrocarbonadas	que	se	relacionaría	con	la	dismi-
nución	de	Tm	(84,	96).	El	agregado	de	trealosa	al	
diluyente	utilizado	para	la	congelación	de	semen	
canino	podría	mejorar	la	viabilidad	espermática	
al	descongelado	(97).	
El	espermatozoide	es	una	célula	altamente	
especializada	con	una	membrana	plasmática	que	
no	solo	ayuda	a	mantener	la	integridad	celular	
sino	también	participa	en	los	eventos	de	fusión	
de	membrana	asociados	con	la	fertilización	(98).	
La	membrana	plasmática	es	considerada	como	
el	sitio	donde	se	inicia	la	injuria	inducida	por	la	
congelación	(99).	En	humanos,	la	integridad	de	la	
membrana	plasmática	y	acrosómica	fue	estudia-
da	mediante	microscopio	electrónico	de	transmi-
sión	(MET)	y	se	observó	una	correlación	positiva	
entre	los	daños	observados	y	la	fertilidad	(100).	
En	caninos	se	han	estudiado	los	cambios	ultraes-
tructurales	presentes	en	las	cabezas	espermáti-
cas	usando	MET	(	40).	Cuando	se	compararon	
los	dos	métodos	de	congelación	(Congelación	en	
termo	de	nitrógeno	vs	congelación	sobre	vapores	
de	nitrógeno	líquido)	utilizados	para	criopreser-
var	semen	en	caninos	(44,80)	no	se	observaron	
diferencias	entre	los	métodos,	y	ningún	método	
provocó	daño	más	extenso	que	el	otro,	ni	mejo-
ró significativamente la calidad espermática al 
descongelado.	Sin	embargo	en	ambos	métodos	
se	 observaron	 importantes	 cambios	 a	 nivel	 de	
las	cabezas	en	el	semen	congelado,	lo	cual	puede	
causar	reducida	longevidad	espermática	y	expli-
car	las	bajas	tasas	de	concepción	obtenidas	con	
IA	intavaginal	en	comparación	con	IA	intrauterina	
cuando	se	usa	semen	congelado	(40,	101).	Estu-
dios	dirigidos	a	caracterizar	el	tipo	y	extensión	de	
los	cambios	ultraestructurales	presentes	en	es-
permatozoides	caninos	congelados	con	diferentes	
diluyentes	podrían	ayudar	a	desarrollar	nuevos	
diluyentes	prediciendo	en	forma	más	segura	la	
fertilidad	de	ese	semen.	El	semen	congelado	pue-
de	ser	almacenado	por	largo	tiempo	en	bancos	
de	semen	y	preservar	así	material	genético,	es	
así	que	un	reproductor	puede	ser	usado	mucho	
tiempo	después	de	su	muerte.
INSEMINACIÓN ARTIFICIAL CON SE-
MEN CONgELADO
Tres	puntos	conforman	las	llaves	del	éxito	
para	obtener	buenos	resultados	con	la	implemen-
tación	de	 IA	 en	 caninos:	 1)	Determinación	del	
momento	óptimo	para	la	IA,	2)	Uso	de	semen	de	
buena	calidad,	3)	Uso	de	una	adecuada	técnica	
de	IA	(12).	
El	 semen	 congelado	 luego	 de	 la	 descon-
gelación	posee	una	vida	mucho	más	corta	que	
el	semen	fresco,	debido	a	que	los	protocolos	de	
criopreservación	producen	un	número	potencial	
de	factores	de	estrés	que	pueden	producir	varia-
dos	cambios	en	el	espermatozoide	(102,	103).	Es	
así	que	en	caninos,	si	se	usa	semen	congelado,	
la	IA	debe	realizarse	entre	el	día	4	y	7	del	estro,	
ya	 que	 este	 es	 el	 período	 óptimo	para	 la	 con-
cepción.	 En	 este	momento,	 el	 espermatozoide	
posee	altas	probabilidades	de	interaccionar	con	
ovocitos	fértiles	en	relación	al	tiempo	de	vida	de	
los	mismos	(10).		
La	 IA	 debe	 ser	 realizada	 con	 un	 núme-
ro	 de	 espermatozoides	 vivos	 y	 competentes	 al	
descongelado suficientes para obtener una alta 
probabilidad	de	fertilización.	Es	por	esto	que	debe	
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considerarse	 un	 protocolo	 de	 criopreservación	
que	no	solo	logre	una	gran	población	de	sobrevi-
vientes	sino	también	la	integridad	de	las	células	
que	la	conforman	(102).	En	el	perro	se	estima	que	
entre	150	y	200	X	106	espermatozoides	viables	al	
descongelado	son	necesarios	para	obtener	tasas	
aceptables	de	preñez	(34).
Debido	a	la	corta	sobrevida	de	los	esper-
matozoides	 congelados	 en	 comparación	 con	 el	
semen	fresco,	el	uso	de	IA	intrauterina	aumenta	
las	posibilidades	de	preñez.	La	inseminación	arti-
ficial intrauterina puede realizarse depositando el 
semen	en	el	útero,	a	través	de	la	cateterización	de	
cervix	o	inoculándolo	directamente	en	el	cuerpo	
o	cuernos	uterinos	en	forma	quirúrgica.	Si	bien	
la	 IA	 con	 semen	 fresco	 es	una	práctica	usada	
rutinariamente	en	la	reproducción	de	pequeños	
animales,	no	ocurre	lo	mismo	con	la	IA	con	se-
men	criopreservado	(refrigerado	o	congelado).	Sin	
embargo,	el	continuo	estudio	de	los	factores	que	
posibilitan	una	mejor	criopreservación	de	semen	
relacionados	con	los	procesos	de	refrigerado,	con-
gelado	y	descongelado,	posibilitarán	en	el	futuro	
la	aplicación	frecuente	de	esa	biotecnología.	
CONCLUSIONES
La	utilización	de	diluyentes	que	permitan	
conservar	el	semen	canino	refrigerado	logrando	
altos	porcentajes	de	espermatozoides	vivos	con	
motilidad	 progresiva	 e	 integridad	 acrosómica	
durante	2	a	5	días,	hará	posible	el	traslado	de	
semen	a	diferentes	puntos	de	nuestro	país	e	in-
cluso	a	países	limítrofes	o	cercanos.	Esto	evitará	
el	 traslado	 de	 animales	 para	 la	 realización	 de	
servicio	natural,	disminuyendo	los	costos	y	es-
fuerzo	que	esto	implica.	Es	importante	destacar	
que	el	proceso	de	refrigeración	de	semen	canino	
es	de	bajo	costo	y	fácil	realización,	pudiendo	im-
plementarse	con	mínimo	equipamiento	y	mode-
rado	entrenamiento	del	operador.	Por	otro	lado,	
el	semen	refrigerado	puede	utilizarse	realizando	
IA	 intravaginal,	 técnica	poco	costosa	y	de	baja	
complejidad.	La	implementación	de	técnicas	de	
refrigeración de semen e inseminación artificial 
con	semen	refrigerado	en	nuestro	país	permitirá	
a	 los	Médicos	Veterinarios	de	práctica	privada	
brindar	un	nuevo	servicio,	aumentar	sus	ingresos	
y	mejorar	su	práctica	diaria.
Procesos	 adecuados	 de	 criopreservación	
determinarán	un	porcentaje	reducido	de	células	
con	membrana	espermática	dañada	y	una	mayor	
sobrevida	de	los	espermatozoides	en	el	tracto	ge-
nital	femenino.	La	conservación	de	la	integridad	
estructural y de la fisiología espermática forma 
parte	de	los	factores	que	permiten	altos	porcen-
tajes	de	preñez	y	un	mayor	tamaño	de	camada.	
Con	el	desarrollo	de	la	criopreservación	de	semen	
junto	con	la	determinación	exacta	del	momento	
de	mayor	fertilidad	de	la	hembra	y	una	adecuada	
técnica	de	IA,	esta	biotecnología	brindará	grandes	
posibilidades	en	el	futuro.
Por	 otra	 parte	 la	 congelación	 de	 semen	
canino	aplicando	metodologías	que	permitan	ob-
tener	porcentajes	aceptables	de	espermatozoides	
viables	al	descongelado	hará	posible	introducir	
esta	biotecnología	en	nuestro	medio.	Si	bien	el	
proceso	de	congelación	de	semen	canino	requiere	
un	moderado	costo,	equipamiento,	infraestruc-
tura	y	entrenamiento	del	operador,	su	utilización	
mediante	 IA	puede	 ser	 aplicada	 en	 la	práctica	
reproductiva	diaria.	
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